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Beschreibung 



Die Erfindung Mrifft ein programmierbares. au.omatisier.es Verfahren zur 
Hers.eiiung von kon.ektionierten chemischen Oberflachen unter 
kombina.orischer Verwendung spezifischer SyMhesemodule durch „ «« 
Syn.hese auf einem Trag.r. Wich.ige Anwendungsgebie.e des 
erfindungsgemaflen Verfahrens sind die molekulare Diagnos* in den 
Bereichen Human- und Ve.erinarmedi 2 in (lnfek.ionsdiagnos.ik. Onkolog.e. 
Forensik,, die En,wicklung neuer pharmazeu,isch wirksamer Subs.anzen. 
die biologische Grundlagenforschung. die Lebensmit.elanaly.ik, d,e 
Bio,echno, 0 gie. insbesondere in den Bereichen S,o.fproduk.ion und 
Umwei.anaiy.ik. sowie Hochdurchsa.zverfahren zum Wirkstoffscreen.ng ,n 
kombinatorisch-chemischen Un.ersuchungen. 

Au ,oma.is,er.e Sys,eme. die eine schneiie, geziei.e und exak.e Erfassung 
und Analyse chemischer und/oder biologischer Informafionen erlauben, s,nd 
beispieisweise in den Biowissenschatten und angrenzenden Fachgeb.eten. 
wie der pharmazeutischen Wirks.otfen.wicklung und der medizin,schen 
Diagnostik, unverzichtbare Hilfsmittel. 

Ein leistungsfahiges System zur Erfassung und Analyse von groKen 
informationsmengen. wie sie bei der Erfassung genetischer Information 
oder der Analyse von Produk.en der kombinatorischen Chemie anfallen. 
sind fluidisohe Mikroprozessoren. Darunter versteh, man minia.uris,er.e. 
hybride Funktions.lemente mi. chemischen und technischen Komponenten. 
zB einen Reaktionstrager, an dessen Oberflache Rezeptoren. z B. 
Biomolekuie immobilisier, sind, die als spezifische interak.ionspar.ner fur 
entsprechende Analyten dienen. Da tausende potentielle biologische und 
biochemische in.erak.ionspar.ner in einem Reaktionstrager angeordne. se,n 
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konnen, mussen diese mit mikrotechnischen Methoden aufgebracht 
werden. 

Nach dem derzeitigem Stand der Technik werden die Rezeptoren durch 
kovalente oder nicht-kovalente Wechselwirkungen immobilisiert oder in situ 
auf der Festphase synthetisiert. Eine Modulierung der physikalischen (z.B. 
Dotierungsdichte). physika.isch-chemischen (z.B. Redoxpotential), 
chemischen (z.B. katalytische Aktivitat) und gegebenenfalls biokompat.blen 
Eigenschaften <z.B. Steuerung molekularer Erkennungsprozesse) der 
hergestellten Oberflachen ist experimentell sehr aufwendig und gehngt 
nicht immer. Optimierungen chemischer, biologischer und biochem.scher 
Interaktionen, die an Oberflachen nachgewiesen werden sollen. sind daher 
nur unter erheblichem Arbeits- und Zeitaufwand, wenn Oberhaupt, zu 
erreichen. Da als Interaktionspartner Naturstoffe wie DNA, RNA, PNA, 
Oligonukleotide, Saccharide, Kohlenhydrate, Peptide, Proteine, aber auch 
Derivate der kombinatorischen Chemie in Frage kommen, ist die Bandbre.te 
optimal geeigneter Oberflachenkonfigurationen sehr groG und bislang weder 
analytisch, noch synthetisch ausreichend systematisch erfa&t. 

Die Bausteine eines chemischen Polymerisationsprozesses werden generell 
als "Synthone" bezeichnet. Die funktionellen Gruppen eines Synthons 
erlauben eine zielgerichtete chemische Reaktion mit geeigneten anderen 
funktionellen Gruppen an einem zweiten Synthon. In a.ler Regel sind diese 
reaktiven Zentren durch sogenannte Schutzgruppen maskiert, die m e.ner 
geeigneten chemischen Umgebung gezielt entfernt werden konnen, 
wodurch eine Steuerung des Syntheseprozesses mog.ich wird, da nur 
solche funktionellen Gruppen umgesetzt werden, die keine Schutzgruppe 
tragen. Abhangig von der jeweiligen Synthesestrategie konnen 
Schutzgruppen im allgemeinen durch eine Anderung chemischer oder 
ohysikochemischer Umgebungsparameter wie dem Redoxpotential, dem 
pH-Wert oder der Temperatur, aber auch durch den Eintrag 
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elektromagnetischer Energie, z.B. durch Bestrahlung mit Licht einer 
bestimmten Wellenlange, entfernt werden. 

Fur die sequenzspezifische Synthese von Oligomeren, wie 
Oligonukleotiden, Oligonukleotidderivaten, Peptiden, oder Kohlenhydraten, 
die aus unterschiedlichen, jedoch endlich vielen Monomereinheiten 
aufgebaut sind, hat sich die von Merryfield eingefiihrte, sequentielle 
Polymerisation durch Kondensation an einer festen Phase bewahrt (R.B. 
Merryfield (1963), J. Am. Chem. Soc. 85: 2149-2154; R.B. Merryfield 
(1965) Science 150: 179-185). Die Synthese nach Merryfield beginnt an 
einem tragergebundenen Startmonomer, das durch die Entfemung einer 
oder mehrerer Schutzgruppen aktiviert werden kann. Dadurch wird die 
Addition eines in Losung zugefuhrten, nachsten Monomers gestattet, das 
nach erfolgter Polymerisation durch Kondensation seinerseits als 
Ausgangspunkt fur einen weiteren Polymerisationsschritt zur Verfiigung 
steht. Die sukzessive Wiederholung von Aktivierung und nachfolgender 
Polymerisation durch Kondensation fOhrt schlie&lich zur Synthese des 
gewunschten Oligomeren. 

Als Tragermaterialien fur Merryfield-Synthesen haben sich insbesondere 
Glasoberflachen bewahrt. Aber auch Silizium oder Metalle wie Gold, 
hochvernetztes Polystyrol und andere Kunststoffe wie leitf ahiges Polypyrrol 
oder Copolymere wie N-Vinylpyrrolidon/N-Acryloxysuccinimid, sowie 
"Naturstoffe" wie Papier (Cellulose) werden als Tragerstoffe verwendet. 
Die Funktionalisierung der genannten Materialien erfolgt in der Regel nach 
dem Fachmann bekannten, chemischen (z.B. Hydrierung mit nachfolgender 
Substitution) (Immobilized Affinity Ligand Techniques, Academic Press 
1992, eds. G.T. Hermason, A.K. Mallia, P.K. Smith) oder physikalischen 
Standardverfahren (z.B. Plasmabeschichtung), bei denen das Ergebnis der 
Funktionalisierungsreaktion empirisch eingestellt und uberpriift wird. Der 
Bereich zwischen den funktionellen Gruppen auf der Oberfiache des 
Tragers und den eigentlichen, bindungsaktiven funktionellen Rezeptoren 
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lzB immobilisierte Biomolekuie, . «W von sogenannten -Unkern' 
uberbruckt. Dabei handelt es sich OT beiiebig modifizierte Moiekulreste. 
die funktioneiie Gruppen enthaiten und uber diese Gruppan Bindung von 
Rezeptoren <z.B. Biomolekuie wia Oligonucleotide Oder Kohlenhydratreste, 
mi , der Trageroberflache vermitteln. Dia physiko-chemischen und d,e 
sterisch-raumlichen Eigenschaften das Linkers beainflussen sowoh, die an 
ih „an ausgefuhrten Merryfleld-Synthesen (J. Katzhend.er. S. Cohen E. 
Rahmim. M. Weisz. .. Ringai. J. Deutsch ,1989, Tetrahedron 45: 2777- 
2792 . A v. Aersohot, P. Hedeweijn, H. Vandarhaega 0 9881. Nud. Nud. 7. 
, 75-90,, a,s auch dia Bindung das P o,en,ie.,en Anaiyten an die hergestellte 
bindungsaktive Oberflache (M. Baier. J.D. Hoheisei ,1999, Nucleic Acds 
Res 27- 970-1977). Dia Auswahl und Varianz der verwandeten 
Linkerbaus.eine basiert in der Ragal auf Erfahrungswerten und muB 
empirisch verifiziert werden. 
15 FareineReihetrage.gabundener.nukiainsauregestuUtarAnaiyserne.hoden 
erfoigt die Detektion einas duroh ein tluoreszierendes Farbstoffmoiekul 
markierten Ana,y«en ,z.B. einer DMA oder RNA, duroh Hybridisierung an 
ei „e auf dem Trager vorgelegte Matrix aus vie,en versch.edenen 
20 o,igonuk,ao,iden. Erfahrungsgema, ha, dabei die Dichte der au, dem 

TrSger vorgeiegten Oligonukleoude ei ^eblichen Eintlu* au, d,e 

Starke das meSbaren Signales und auf das Verhaltnis von S.gnal zu 
Hintergrund. Erste Ansatze zur Optimierung der ™3-^ laoh * " 
Verbesserung des Detektionsprozesses im Bereich DNA-DNA- 
25 Wechselwirkungen sind baschriaban. in ainem Ansatz wurde d,e Chem.e 
aus dem -Starbursf-Dendrimerbreich eingesetzt. Hierbai handelt as s,ch 
urn stark verzwaigte Strukturen. die generationsweise urn e.nan 
initationspunktau.gebautwerden.MitzunehmenderGenerationszanlnimrm 

die Zahi der Varzweigungen und damit die Anzah, an Reaktionsorten zu, 
30 wodurch es schliefclich zu einer Erhohung der funktionellen Dichte au, der 
Oberflache und mitteibar zu einer Verbesserung des Detektionsprozessas 
,M Beier, J.D. Hoheise, ,1999, Nuo,eic Acids Res. 27: 970-1977, kommt. 
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ln einem anderen Ansatz wurden Aminosauren in die Linkermolekiile 
integriert. um sowohl fur den Synthese, als auch fur den Detektionsprozefc 
(Hybridisierung) , die Ladungsdichte auf der Oberf lache pH-abhangig steuern 
zu konnen, und so eine hochspezifische Hybridisierung mit dem Analyten 
zu gewahrleisten (M.S. Shchepinov. S.C. Case-Green. E.M. Southern 
(1997) Nucleic Acid Res. 25: 1155-1161). 

Der Erf.ndung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren bereitzustellen, bei 
dem die Einfiihrung funktioneller Gruppen "in situ", also wahrend des 
Funktionalisierungsprozesses, moduliert und dem Verwendungszweck der 
Oberflache angepafct werden kann. Eine weitere Aufgabe besteht dann, ,m 
Verfahren geeignete Linkermolekiile nach Art eines Baukastensystems aus 
einer vorgegebenen Anzahl von chemisch reaktiven Grundbausteinen 
auswah.en und automatisiert kondensieren zu konnen. Weiterhin so.lte das 
Fortschreiten und das Ergebnis der Synthesereaktion in einem Regelprozefc 
uberwachbar und steuerbar sein. 

Aufcerdem i.t die zu losende Aufgabe die Bereitstellung eines Verfahren, 
das bei der Synthese oder bei der Immobilisierung von bindungsakfven 
Strukturelementen in oder auf einem Reaktionstrager in situ die flexible 
Einstellung der physika.ischen (z.B. Dichte), der physikochem.schen (z.B. 
Polaritat), der chemischen (z.B. photochemische Labilitat) und/oder der 
biokompatiblen (z.B. Steuerung moleku.arer Erkennungsprozesse) 
Eigenschaften er.aubt, unabhangig von der Vorgabe durch die primare 
Funktionalisierung des Reaktionstragers. 

Diese Aufgabe wird gelost durch den Aufbau eines Verbindungse.ementes 
("Linker") zwischen einer funktionalisierten Festphasenoberflache und den 
analytbindenden Strukturelementen (Rezeptoren). Der Linker wird im oder 
auf dem Reaktionstrager systematise aus einem oder mehreren g.e.chen 
oder verschiedenen Monomeren diverser chemischer Substanzklassen nach 
Art einer Merryfield-Strategie aufgebaut, die sich im Sinne e.nes 



WO 01/36086 



PCI7EP00/11476 



6 - 



10 



15 



20 



25 



30 



Baukastenprinzips frei kombinieren lassen. Zur genauen Einstellung der 
physikalischen, physikochemischen, chemischen und biokompatiblen 
Eigenschaften der entstehenden aktiven Oberflache kann eine Steuerung 
durch einen IST-Wert / ZIEL-Wert Abgleich uber eine oder mehrere im oder 
am Reaktionstrager implementierte Mefczelle(n) erfolgen, die einen frei 
wahlbaren, mafcgerechten und reproduzierbaren Aufbau der Linker aus den 
vorgegebenen Monomereinheiten gestattet. 

, m Gegensatz zum Stand der Technik, wo Oberflacheneigenschaften 
iediglich durch Versuch und Irrtum eingestellt und modifiziert werden 
konnen, kann mit Hi.fe der Erfindung automatisiert und reproduzierbar e.ne 
konfektionierte chemische Oberflache programmiert aufgebaut werden. 

,n einem ersten Aspekt umfasst das erfindungsgemafce Verfahren zur 
Herstellung eines beschichteten Tragers die Schritte 

a) Bereitstellen eines Tragers, der an seiner Oberflache reaktive 
Gruppen aufweist, und 

b) Aufbauen einer funktionalisierten Oberflache auf dem Trager 
durch schrittweise Synthese von Linkermolekulen. die funktionelle 
Gruppen enthalten, aus Synthon-Bausteinen, 

wobei der Syntheseprozess der Linkermolekule Oberwacht und 
gegebenenfalls moduliert wird. 

Zur Qberwachung des Syntheseprozesses werden vorzugsweise fur einen 
oder mehrere physika.isch-chemische Parameter der funktionalisierten 
Oberflache ZIEL-Werte vorgegeben, und wahrend der Synthese erfolgt e.n 
Abgleich von gemessenen IST-Werten mit den vorgegebenen Z.EL-Werten 
des oder der Parameter. Abhangig vom Ergebnis des Abgleichs von 1ST- 
und ZIEL-Werten konnen nachfolgende Syntheseschritte moduliert werden. 
Die Qberwachung kann nach jeweils einem oder mehreren 
Syntheseschritten erf olgen. Vorzugsweise wird nach jedem Syntheseschntt 
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eine Oberwachun, durchge«hrt. ZIEL-Werte konnen z.B. vom 
Experimental in Abbangigkei, von der Anwendung vorgegeben werden. 

Dar 1MB. IST-Wart, der im Idaalfall dem ieweils voreingestellten ZIEL-Wert 
, entsprich, kann ais ,ST-Wert «r die sich anschiieBende Koppiung des 
bind ngsaktiven E.emen.s, bzw. Be.ep.ors an den Linker oder,und aU 
int erneStandard.urdieQua,it a tssicherun g ber a cksi C htigtwerden. F ure,ne 

p.tere ouaiitative oder,und guantitative Erfassung des Signais e.ner 
Imischen. biochemischen Oder bioiogisenen Beaktion an den b.ndungs- 
0 In Bementen sind dia Ober„aoheneigenscbarten des Reaktionstragers 
I ledam Experiment bekannt und kannen ais Parameter in d,e Anaiysen 

einflielSen. 

Ais Messmetboden zur Oberwacbung kommen beispieisweise in Betraob, 
„ Absorption. Emission. Leitlahigkeit, pH-Wer, N M R. Massenspektrometne. 
H llivitSt. Piasmonenresonanz. Liohtbrecbung. Liobtstreuung Warm. 
Lung. Eiektronenbeugung. Neutronenbeugung Oder Eii.psometne. D» 
Messung erfoigt in einer Messz*. die vorzugswe,se ,n den 
LtionUe r seibs, oder in die umgebenden ~ 
» integriert ist. Bei fluidisch getrennten Reaktionsraumen .nnerhalb 

trennt. Beorzugte Z,EL-Werte bzw. pbysika.iscb-cbemiscbe Parameter, 
Oberwacb, warden konnen, sind z.B. die Dicbte tunktioneiier Sruppen 
auf d er Oberriacbe. der Abstand f unktione,,er Gruppen von der 
, Ober^cbenpoiarita optischa, magnetiscbe. eiektromscb. 

pbotochemische und anzymatische Aktivita. aber auch rauml,cb strukturei.e 
Eigenschaften (molekulare Erkennung). 

30 ,„ einem waiteran Aspekt betri.f, das erfindungsgema^e Verfahren den 
JZ von Syntbon-Bausteinen. die der Modeiiierung konrektion.erter 
cbemiscber Ober«oben dienen. Dabei kcmmen eine Reibe von Bauste.nen 
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zum Einsatz, die sich unterschiedlichen chemischen Verbindungsklassen, 
wie etwa Aminosauren, Nukleosiden, Glykosiden, zuordnen lassen. 
Ublicher-weise werden solche Synthon-Bausteine in schutzgruppen- 
modifizierter Form eingesetzt. Entsprechend ihren chemischen. 
physikalisch-chemischen und biologischen Eigenschaften konnen diese 
Bausteine verschiedene Funktionen zur Konfektionierung der Oberflache 
ubernehmen: Abstands-halter ("Spacer") wie Alkylreste, dienen der 
Variation des vertikalen Abstandes zwischen funktionalisiertem 
Tragermaterial und bindungsaktivem Element. Abstandshalter mit sterisch 
anspruchsvollen Gruppen konnen zur Variation der Raumerfullung, d.h. des 
horizontalen Abstands zwischen einzelnen Linkermolekulen 
bindungsaktiven Elementen ("Spacern") ver-wendet werden. Bei 
Einfiihrung polarer oder geladener Reste in die Abstandshalter (z.B. 
Verwendung von Oligoethylenglycol anstelle von Alkylresten) kann die 
Polaritat der Oberflache moduliert werden. Dielek-trische Eigenschaften 
konnen beispielsweise durch Einfuhrung von geladenen Gruppen, z.B. 
Aminosaureresten in den Linker variiert werden. 

Die Bausteine konnen also beispielsweise ausgewahlt werden aus 
Synthonen der Nukleinsaure-, Peptid- oder Kohlenhydratchemie oder/und 
aus Spacermolekulen. 

Die auf dem Trager synthetisierten Linkermolekule enthalten funktionelle 
Gruppen, die die Kopplung weiterer Linker-Synthon-Bausteine oder - nach 
Beendigung der Linkersynthese - von Rezeptoren oder Rezeptorbausteinen 
ermoglicht. Die funktionellen Gruppen der Linkermolekule konnen 
beispielsweise ausgewahlt werden aus -OR, -NR 2 , -SR, -P0 3 R 2 , -CN, -SCN, 
-COR' und -OCOR', worin R H oder eine Schutzgruppe bedeutet und R' 
H oder eine Schutzgruppe oder -OR, -NR 2 oder -SR bedeutet. Weiterhin 
konnen R und R' fur Alkyl, Aryl, Alkenyl und/oder Allylreste und/oder 
weitere nutzliche organische Reste stehen. 
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Nach beendeter Linkersynthese erfolgt die Kopplung von Rezeptoren, die 
ebenfalls durch schrittweise Synthese aus Synthese-Bausteinen je nach 
verwendeter Synthesestrategie, z.B. Peptid-, Oligonukleotid- oder 
Kohlenhydratsynthese an der Festphase oder durch ortsspezifische 
und/oder nichtortsspezifische Immobilisierung von kompletten Rezeptoren 
erfolgen kann. 

In noch einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung den 
Einsatz von Dotierungs-Synthonen zur chemischen und 
physikochemischen, aber auch zur biokompatiblen Modulation der 
Oberflacheneigenschaften. Hierbei handelt es sich einerseits um verzweigte 
Synthone, deren Einkopplung zu einer Vervieifachung der Zahl initialer 
Reaktionsorte fuhrt (Signalamplifikation) und um Blind-Synthone, die zu 
einer Verringerung der Reaktionsorte fuhren, da sie selbst keine 
funktionellen Gruppen tragen (Signalreduktion). Alle Synthone zeichnen 
sich dadurch aus, dass sie im Sinne einer Merryfield-Synthese einsetzbar 
sind, d.h., die funktionellen Gruppen der Synthone tragen Schutzgruppen, 
die unter geeigneten chemischen oder physikalischen Bedingungen selektiv 
entfernt werden konnen. Die Einstellung der Oberfacheneigenschaften 
erfolgt durch Polymerisation, z.B. durch Kondensation einer geeigneten 
Kombination von Abstandshaltern und Dotierungs-Synthonen. Durch 
Auswahl von geeigneten Dotierungs-Synthonen wird die 
OberflacheneigenschaftmoduliertjndemnachjedemPolymerisationsschritt 

der IST-Wert mit dem ZIEL-Wert verglichen wird, und vom System solange 
geeignete Synthone oder Mischungen aus geeigneten Synthonen zugefuhrt 
werden, bis die Oberflache die gewiinschten Eigenschaften aufweist. 

Die erste Addition von Spacer- oder Dotierungs-Synthone kann gefolgt sein 
von einem Blockierungsschritt, bei dem alle nicht verwendeten 
funktionellen Gruppen der Oberflache inaktiviert werden. Im Falle von 
Glasoberflachen geschieht dies vorzugsweise mit Hexamethyldisilazan, 
Triisobutylchlorsilan oder Trimethylchlorsilan. Dann wird die Schutzgruppe 
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von diesem ersten Synthon an der Oberfiache des Reaktionstragers selektiv 
entfernt. Anschliefcend werden entsprechend dem Ergebnis einer 
Qberwachung der Oberfiacheneigenschaften - ein zweiter oder weitere 
Syntheseschritte mit einer gegebenenfalls modulierten Auswahl von 
Synthon-Bausteinen hinsichtlich der Anteiie an Blind- oder/und 
Verzweigungs-Synthonen durchgefiihrt, wobei auch die Lange, die 
Raumerfullung oder/und die Polaritat der Synthone variiert werden konnen. 
Zusatzlich oder alternativ konnen die Synthonmenge oder/und - 
konzentrationen oder auch die Reaktionsbedingungen fiir einzelne oder 
mehrere Syntheseschritte variiert werden. 

Vorzugsweise erfolgt der Syntheseprozess automatisiert und die Einstellung 
eines Eigenschaftsprof.ls der funktionalisierten Oberfiache ist 
programmierbar. 

In noch einem weiteren Aspekt betriftt das erfindungsgemaSe Verfahren 
den ortsspezifischen Aufbau der funktionalisierten Oberfiache auf dem 
Trager, d.h. die funktionalisierte Oberfiache erstreckt sich nicht uber den 
gesamten Trager, sondern nur uber vorbestimmte Oberflachenbereiche, 
wobei Array-Strukturen erzeugt werden konnen. 

Der ortsspezifische Aufbau der Oberfiache kann durch raumlich oder/und 
zeitlich begrenzte Belichtung oder durch raumlich oder/und zeitlich 
begrenzte Fluidzufuhr erfolgen. Dabei konnen auch mindestens zwei 
unterschiedlich funktionalisierte Oberflachen auf einem Trager aufgebaut 
werden. Die Unterschiede zwischen einzelnen Oberflachenbereichen 
konnen dabei in der Art der funktionellen Gruppen oder/und in der Dichte 
der funktionellen Gruppen innerhalb einzelner Bereiche liegen. 

Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist, dass die 
Kombination unterschiedlicher Syntheseverfahren, z.B. Peptidsynthese 
bzw. DNA-Synthese oder hybride Syntheseverfahren, unterschiedliche 
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Strategien zur Einstellung der Oberflacheneigenschaften erlaubt. Als eine 
Variante konnen auf einem Trager unterschiedliche 
Oberflacheneigenschaften realisiert werden. Bei Verwendung von 
ortsspezif.schen Syntheseverfahren ist auch die Einstellung von 
ortsspezifisch unterschiedlichen Oberflacheneigenschaften moglich. Ein 
solches Verfahren ist beispielsweise die lichtgesteuerte Synthese mit 
entsprechend photolabilen Schutzgruppen, die uber eine geeignete 
Belichtungsmatrix (siehe z.B. PCT/EP99/0631 6 und PCT/EP99/0631 7, auf 
deren Offenbarung in diesem Zusammenhang ausdrucklich Bezug 
genommen wird) ortsspezifisch entfernt werden konnen. 

Der Trager kann grundsatzlich beliebig ausgewahlt werden, z.B. aus 
Partikeln, insbesondere magnetischen Partikeln, Mikrotiterplatten und 
mikrofluidischen Tragern (wie z.B. fluidischen Mikroprozessoren) und kann 
eine Oberflache ausgewahlt aus Glas, Meta.len, Halbmetal.en, Metal.oxiden 
oder Kunststoff aufweisen. Besonders bevorzugt sind die in PCT/EP 
99/06315 offenbarten Mikropartikel und die in PCT/EP 99/06316 und 
PCT/EP 99/06317 offenbarten Trager mit planaren bzw. mit Mikrokanalen 
(Querschnitt z.B. 10 -1000 jim) versehenen Oberflachen. Auf die 
Offenbarung der genannten Dokumente wird ausdrucklich Bezug 
genommen. 

In einem weiteren Aspekt umfasst das erfindungsgemaSe Verfahren das 
Koppeln von Rezeptoren an die funktionellen Gruppen der Linkermolekule, 
wobei das Koppeln der Rezeptoren durch schrittweise Synthese aus 
Synthon-Bausteinen erfolgen kann. Auch hierbei kann der Syntheseprozess 
der Rezeptoren uberwacht und gegebenenfalls moduliert werden. 
Rezeptoren sind biologisch oder/und chemisch funktionelle Molekule, die 
z.B. ausgewahlt werden konnen aus Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga, 
Peptiden, Proteinen und Kohienhydraten. Altemativ konnen jedoch auch 
vorgefertigte Rezeptoren an die Linkermolekule gekoppelt werden. Auch 
das Koppeln von Rezeptoren auf dem Trager kann ortsspezifisch erfolgen. 
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So konnen z.B. mindestens zwei bezuglich Rezeptorart bzw. 
Rezeptorsequenz oder/und Rezeptordichte unterschiedliche 
Rezeptorbereiche aufgebaut werden. 

Ein nach dem erfindungsgemaGen Verfahren hergestellter Tager kann z.B. 
in einem Verfahren zur Bestimmung eines Analyten verwendet werden, 
gegebenenfalls in einer integrierten Vorrichtung zur Tragersynthese und 
Analytbestimmung wie in PCT/EP 99/06317 offenbart. Der 
erfindungsgemafce Trager unterscheidet sich von bekannten Tragern durch 
seine fur den jeweiligen Anwendungszweck optimierte Oberflachenbe- 
schaffenheit und seine hohe Reproduzierbarkeit. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur 
gesteuerten Synthese von Verbindungselementen (Linkern) zwischen 
reaktiven Gruppen auf der Trageroberflache und bindungsaktiven 
Rezeptoren. Diese Verbindungselemente sind modulare Kondensate aus 
mehreren gleichen oder verschiedenen Synthon-Bausteinen. Dabei kann die 
Synthese der Linkermolekiile auf der gesamten Oberflache des Tragers 
erfolgen, oder aber ortsspezifisch an ausgewahlten Reaktionsorten 
stattfinden. 

Die Vorrichtung zur gesteuerten Synthese von Verbindungselementen kann 
eine programmierbare Lichtquellenmatrix sein, die eine ortsspezifische 
lichtabhangige Synthese erlaubt. Eine andere Moglichkeit ist eine 
Vorrichtung zur fluidischen Synthese, die eine gesteuerte Zufuhrung von 
Fluiden, und damit auch der Synthesereagenzien, erlaubt, und dies 
wahlweise nach Reaktionsbereichen getrennt oder einheitlich. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst die erfindungsgemalSe 
Vorrichtung zur Herstellung von beschichteten Tragern: 
a) mindestens einen Trager, der an seiner Oberflache reaktive 
Gruppen aufweist, 
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d) mehrere Reservoirs, die Losungen mit Synthon-Bausteinen zur 
schrittweisen Synthese von Linkermolekulen enthalten, 

s) Mittel zur Zufuhr der Synthon-Baustein-Losungen auf den 

Trager und zur Ableitung verbrauchter Losungen vom Trager, z.B. 
Pumpen und Leitungen oder/und Kapillaren, 

d) Mittel zum Uberwachen des Syntheseprozesses fur die 
Linkermolek£ile,z.B. Me&zellen oder-elemente zur Bestimmung eines 
oder mehrerer physikalisch-chemischer Parameter, 

e) Mittel zum Modulieren des Syntheseprozesses fur die 
Linkermolekule, z.B. eine entsprechende Software zum Abgleich der 
IST-Werte fur einen oder mehrere Parameter mit vorbestimmten 
ZIEL-Werten, 

f) gegebenenfalls Mittel zum Koppeln von Rezeptoren an 
Linkermolekule auf der Trageroberflache und 

g) gegebenenfalls Mittel zur Durchfuhrung einer Analytbestimmung auf 
dem Trager, z.B. Mittel zur Zufuhr einer Probe und zur Messung 
eines durch den Analyten hervorgerufenen Signals. 

Die folgenden Figuren und Ausfuhrungsbeispiele sind zur Erlauterung 
gedacht und sollen den. Schutzumfang des erfindungsgemafcen Verfahrens 
in keiner Weise einschranken. 

Es zeigen; 

Abbildung 1 ein Beispiel fiir ein trifunktionelles Linkermolekul, siehe 

z.B. Burmeister et al. (Tetrahedron Lett. 4995,3667- 
3668). 

Abbilung 2 Beispiele fur Fluoreszenzmolekule auf Tritylbasis und 



Abbildung 3 



Beispiele fur Fluoreszenzmolekule auf Nitrobenzylbasis. 
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Auf einem Reaktionstrager, vorzugsweise einem fluidischen Mikroprozessor 
aus Glas, werden primare Alkoholfunktionen eingefuhrt. Die Beschichtung 
erfolgt durch einen ProzeG, der aus zwei Teilschritten besteht. Nach einer 
Aktivierung erfolgt eine mehrstiindige Silanisierung durch Bespulen des 
Reaktionstragers mit einer Losung von 1 - 10 % Hydroxyalkyltriethoxysilan 
in einem Alkohol (v:v). Fur die Durchfuhrbarkeit des erfindungsma&igen 
Verfahrens ist eine konstante reproduzierbare Beschichtung wichtig. Dies 
kann mit verschiedenen Verfahren, wie z.B. mit Ellipsometrie, 
Glimmentladungsspektroskopie, Konduktometrie oder einer anderen 
geeigneten Analysemethode, analysiert werden. die sich zum Tei! auch fur 
die Detektionsschritte wahrend des Verfahrens eignen. Die entstehenden 
primaren Alkoholfunktionen dienen u.a. als Ausgangspunkte fur eine 
tragergebundene Oligonukleotidsynthese nach der Phosphonat- bzw. 
Phosphoamiditmethode oder eine Peptidsynthese modifiziert nach 
Merryfield. 

Als Zielvorgabe fur eine konfektionierte chemische Oberflache soli im 
aufgefuhrten Beispiel der Abstand zwischen den OH-Funktionen auf der 
Oberflache des fluidischen Mikroprozessors und einem nach der 
Phosphonat- bzw. Phosphoamiditmethode zu synthetisierenden DNA- 
Oligomer ("bindungsaktives Struktureiement") 50 Atome betr-agen. Die 
Stellplatzdichte dieser Oligonukleotide soil auf ca. 10 nmol/cm 2 , 
die Polaritat des Linkers auf eine mittlere GroBe eingestellt werden. 

Zur Erzeugung des IST-Wertes muB die Funktionalisierungsdichte auf der 
Oberflache des fluidischen Mikroprozessors bestimmt werden. Dies 
geschieht vorzugsweise durch automatisierte Kopplung eines 
fluoreszierenden dimethoxytrityl- oder eines photoaktiven 
nitrobenzylgeschutzten Monomers aus der Phosphoamiditchemie an freie 
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primare Alkohole. Prinzipiell kommen fur die Einfuhrung der Fluoreszenz 
verschiedene Ansatze in Frage: 

Fluoreszenz auf Linkerbasis (Abb. 1): 

Bei dieser Substanzklasse werden trifunktionale Linkermolekuie verwendet, 
n deren eine Funktionalitat ein Farbstoff (Farb) und an deren andere eine 
Schutzgruppe (S,) gekoppelt wurden. 



a 



Die Fluoreszenzfarbstoffe bleiben in diesem Fall wahrend des gesamten 
Prozesses im System. Die eigentliche Oligonukleotidsynthese erfolgt nach 
Abspaltung der Schutzgruppe S,. Im Ausfuhrungsbeispiel 3-0-(4,4'- 
Dimethoxytrityl)-1-0-(1-pyrenyl)-butyl-glycerin (Burmeister et al., supra) 
wurde Pyren als Farbstoff und Dimethoxytrityl (DMT) als Schutzgruppe S, 
genutzt. 

Urn Nebenreaktionen zuriickzudrangen, ist bei Verwendung von 
Photoschutzgruppen fur Position S, darauf zu achten, dass sich die 
Anregungswellenlangen fur die Abspaltung der Schutzgruppe und die 
Anregung der Fluoreszenz nicht Qberschneiden. 

Fluoreszenz auf Tritylschutzgruppenbasis (Abb. 2): 

Einfuhrung der Fluoreszenz erfolgt einerseits durch Substitution der 
i Phenylgruppe im 4,4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid (DMT-CI) durch 
einen geeigneten Farbstoff, z.B. Pyren (Typ I) andererseits durch 
Substitution eines oder beider Methylgruppen der Methoxyfunktionalitaten, 
z.B. Pyrenbutanol (Typ II). Entscheidend ist die Fahigkeit, das bei der 
Abspaltung der Schutzgruppe entstehende Kation zu stabilisieren, nicht 
o verloren geht. 
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Vorteil dieser Methode ist es, dass sich die fluoreszierenden saurelabilen 
Tritrylschutzgruppen ohne weiteres in die Standard-Oligonukleotidsynthese 
integrieren lassen. 

Fluoreszenz auf Nitrobenzylschutzgruppenbasis (Abb. 3): 

Neben den saurelabilen DMT-Schutzgruppen werden auch Strategien 
verwendet, die auf der Abspaltung photoaktiver Schutzgruppen basieren. 
In der Regel handelt es sich dabei urn Nitrobenzylderivate. Durch gezielte 
Inkooperation einer geeigneten fluorophoren Gruppe, wie etwa einer 7- 
(Dimethylamino)-cumarin-Gruppierung, lassen sich diese fluoreszierenden 
photolabilen Schutzgruppen in die Oligonukleotidsynthese integrieren. 

Fluoreszenz auf Basis von Nanopartikeln: 

Als weitere Quelle fur Fluoreszenz dienen Goldpartikel. Werden diese 
reversibel immobilisierten Nanoteilchen unter einem bestimmten Winkel 
bestrahlt, treten Light Scattering Effekte auf. 

Das AusmalS der auftretenden Fluoreszenz gibt ein indirektes Mall fur die 
Zahl der zuganglichen primaren OH-Funktionen. Der gefundene Wert dient 
als IST-Wert fur die Stellplatzdichte des gewunschten Linkers. Dieser IST- 
Wert wird mit dem Zielwert verglichen. Je nachdem, ob die Vorgabe uber- 
oder unterschritten ist, wird im nachsten Kopplungsschritt ein geeignetes 
Monomer oder ein Gemisch aus geeigneten Monomeren appliziert (Eine 
Palette an Monomeren ist im System bevorratet. Die Reaktivitatsdaten der 
Monomere sind in einer elektronischen Datenbank enthalten.), 
vorzugsweise ein Gemisch aus einem Blindmonomer, z.B. Methoxy-[{2- 
cyanoethyi)-(N,N-diisopropyl)lphosphoamidit und einem fluoreszierenden 
Verzweigungsmonomer. 
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Wiederum wird eine Fluoreszenzmessung zur Bestimmung des neuen IST- 
Wertes herangezogen. Dieser Schritt wird sukzessive wiederholt, bis die 
gewunschte Funktionalisierungsdichte erreicht ist. Anschliefcend erfolgt die 
Einstellung des Abstandes zwischen der Trageroberlfache und dem zu 
synthetisierenden DNA-Oligonukleotid durch die schrittweise Einkopplung 
von vorzugsweise kommerziell erhaltlichen Spaceramiditen. Ist ein Abstand 
von z.B. 40 - 60, vorzugsweise ca. 50 Atomen, zur Trageroberflache 
realisiert, kann mit der automatisierten Synthese des gewunschten DNA- 
Oligonukleotids begonnen werden. Anstelle der Dimethoxytrityl 
geschutzten Monomere konnen auch photolabile, z.B. mit 
2-Nitrobenzyloxycarbonyl oder 2-Nitroethyloxycarbonyl geschiitzte 
Monomere eingesetzt werden. Bei Verwendung einer programmierbaren 
Lichtquellenmatrix zur Belichtung auf dem fluidischen Mikroprozessor, 
konnen so ortsspezifisch verschiedene Linkermolekule aufgebaut werden. 
Vor allem im Falle der Nanopartikel stellt die Ellipsometrie eine weitere 
Methode zur Generierung von IST-Werten dar. 

Alle aufgefuhrten Varianten, die auf Fluoreszenz beruhen, vereinigen in sich 
den Vorteil, dass sie die Justage des optischen Aufbaus in einem 
Tragersystem gemaS PCT/EP99/06317 erheblich vereinfachen, da die 
Fokussierung auf diskrete Schichten wesentlich genauer ist, als die 
Fokussierung auf eine diffuse fluoreszierende Losung. 

Als weitere Methode kann die UV/VIS-Absorption des Tritylkations (A = 
498 nm) des gekoppelten Amidits (vorzugsweise 3-Dimethoxytrityloxy- 
propyl-1-[(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoamidit),nacherfolgter 

Entschutzungsreaktion zur Ermittlung des IST-Werts herangezogen werden. 
Sie ist ein direktes MaS fur die Zahl der zuganglichen primaren OH- 
Funktionen. Der gefundene Wert dient als IST-Wert fur die Stellplatzdichte 
des gewunschten Linkers. Dieser IST-Wert wird mit dem Zielwert (10 
nmol/cm 2 ) verglichen. Je nachdem ob die Vorgabe uber- oder 
unterschritten ist, wird im nachsten Kopplungsschritt ein geeignetes 
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Monomer oder ein Gemisch aus geeigneten Monomeren (eine Palette an 
Monomeren ist im System bevorratet, die Reaktivitatsdaten der Monomere 
sind in einer elektronischen Datenbank enthalten), vorzugsweise Methoxy- 
[(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)lphosphoamidit) ("Blindmonomer") und 
(4 ( 4'-DimethoxytrityloxY)-1,1-bis-ethyl-t(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]- 
phosphoamidit) ("Verzweigungsmonomer") appliziert. Wiederum wird die 
Absorptionsmessung der Dimethoxytritylkationen zur Bestimmung des 
neuen IST-Wertes herangezogen. Dieser Schritt wird sukzessive wiederholt, 
bis die gewiinschte Funktionalisierungsdichte erreicht ist. Anschlie&end 
erfolgt die Einstellung des Abstandes zwischen der Trageroberflache und 
dem zu synthetisierenden DNA-Oligonukleotid durch die schrittweise 
Einkopplung von Spaceramiditen, vorzugsweise 3- 
Dimethoxytrityloxypropyl-1-[(2-cyanoethyl)-(N,N- 

diisopropyDlphosphoamidit) bzw. zur Erhohung der Polaritat 9- 
Dimethoxytrityloxy-triethylenglycol,1-t(2-cyanoethyl)-(N,N- 

diisopropyDlphosphoamidit). Ist ein Abstand von 50 Atomen zur 
Trageroberflache realisiert, kann mit der automatisierten Synthese des 
gewunschen DNA-Oligonukleotids begonnen werden. 

Anstelle der Dimethoxytrityl-geschutzten Monomere konnen auch 
photolabile, mit 2-Nitrobenyloxycarbonyl oder 2-Nitroethyloxycarbonyl 
geschutzte Monomere eingesetzt werden. Bei Verwendung einer 
programmierbaren Lichtquellenmatrix zur Belichtung auf dem fluidischen 
Mikroprozessor, konnen so ortsspezifisch verschiedene Linkermolekiile 
aufgebaut werden. 

Als eine alternative Ausfuhrung wird der Linker gemafc oben beschriebenem 
Verfahren bereitgestellt. AnschlieBend dienen die Anlagerungsstellen in 
Form entschutzter funktioneller Gruppen der Immobilisierung von fertigen 
Polymersonden. Dabei kann eine ortsaufgeloste Entschutzung die 
entsprechend ortsaufgeloste Immobilisierung gegebenenfalls 
unterschiedlicher Sonden ermoglichen. 
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In einer weiteren Ausfuhrung wird die Schutzgruppentechnik fur die 
ortsaufgeldst unterschiedliche Dotierung der Oberflache verwendet, so dafc 
in unterschiedlichen Reaktionsbereichen unterschiedliche Konzentrationen 
bzw. Dichten gleicher oder verschiedener Polymersonden entstehen. 

Dabei kann wiederum mit automatisierter Erfassung und Einstellung eine 
einheitliche definierte Dichte an Spacer-Molekulen bereitgestellt werden. Im 
Anschlu&daran kann bei Verwendung einer ortsaufgeldsten Entfernung der 
Schutzgruppe eine Fraktion der Reaktionsbereiche aktiviert und eine 
Polymersondensynthese begonnen werden. Fur die Dichte der in diesen 
Reaktionsbereichen enstehenden Sonden kann das geeignete Gemisch von 
verlangerbaren, nicht verlangerbaren oder verzweigten Synthonen wie 
beschrieben zugegeben werden. Polymersonden gleicher Sequenz, aber 
unterschiedlicher Dichte konnen in der Folge synthetisiert werden, indem 
nun andere Reaktionsbereiche aktiviert und mit einem Gemisch in Kontakt 
gebracht werden, das die gleiche Art von Bausteinen enthalt, aber eine 
andere Mischung der verlangerbaren, nicht-verlangerbaren oder 
verzweigten Synthone. Auf entsprechende Weise konnen auch 
Reaktionsbereiche mit unterschiedlichen Konzentrationen an verschiedenen 
Polymersonden hergestellt werden. Alternativ kann die Dichte der Sonden 
so eingestellt werden, indem bei bekannter Halbwertszeit T 1/2 einer 
Schutzgruppe die Exposition zum entschiitzenden Einflufc, z.B. einer 
Lichtquelle, so gewahlt wird, dalS nur ein definierter Anteil der 
Schutzgruppen entfernt wird und somit die Dichte der anschlielSend 
hergestellten Polymersonden auf dem Reaktionsbereich eingestellt wird. 
Somit konnen bei ortsaufgeloster Entschutzung, z.B. lichtabhangier 
Entschiitzung, Polymersonden gleicher oder verschiedener Sequenz an 
unterschiedlichen Orten mit unterschiedlicher Dichte synthetisiert werden. 
Dies kann unter anderem fur quantitative Bestimmung des Mefcsignals 
ausgenutzt werden, z.B.. indem die Dichte der Polymersonden die Anzahl 
der gebundenen Analytmolekiile und somit die Signalstarke beeinflufct. 
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Anspriiche 

1 . Verfahren zur Hersteilung eines beschichteten Tragers, 
umfassend die Schritte, 

a) Bereitstellen eines Tragers, der an seiner Oberflache reaktive 
Gruppen aufweist, und 

b) Aufbauen einer funktionalisierten Oberflache auf dem Trager 
durch schrittweise Synthese von Linkermolekulen, die 
funktionelle Gruppen enthalten, aus Synthon-Bausteinen, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass der Syntheseprozess der Linkermolekuie uberwacht und 
gegebenenfalls moduliert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass fur einen oder mehrere physikalisch-chemische Parameter der 
funktionalisierten Oberflache ZIEL-Werte vorgegeben werden und 
dass wahrend der Synthese ein Abgleich von gemessenen IST- 
Werten mit den vorgegebenen ZIEL-Werten des oder der Parameter 
erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass abhangig vom Ergebnis des Abgleichs von 1ST- und ZIEL- 
Werten nachfolgende Syntheseschritte moduliert werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Uberwachung nach jedem Syntheseschritt durchgefuhrt 
wird. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die physikalisch-chemischen Parameter ausgewahlt werden aus 
der Dichte funktioneller Gruppen auf der Oberflache, dem Abstand 
funktioneller Gruppen von der Oberflache, der Oberflachenpolaritat, 
optischen, magnetischen, elektronischen, dielektrischen und 
katalytischen Eigenschaften, der thermischen Stabilitat, der 
photochemischen und enzymatischen Aktivitat und raumlich 
strukturellen Eigenschaften. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Uberwachung durch eine Oder mehrere im oder am Trager 
angebrachte Messzellen erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Uberwachung durch Bestimmung von Absorption, Emission, 
Leitfahigkeit, pH-Wert, NMR, Massenspektrometrie, Radioaktivitat, 
Plasmonenresonanz, Lichtbrechung, Lichtstreuung, Warmetonung, 
Elektronenbeugung, Neutronenbeugung oder Ellipsometrie erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Syntheseprozess automatisiert erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Einstellung eines Eigenschaftsprofils der funktionalisierten 
Oberflache programmierbar ist. 
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10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Modulation des Syntheseprozesses durch Modulation der 
Auswahl von Synthon-Bausteinen fur einen oder mehrere 
Syntheseschritte erfolgt. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Synthonmenge oder/und -konzentration fur einen oder 
mehrere Syntheseschritte variiert wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Anteil an Blind- oder/und Verzweigungssynthonen fur einen 
oder mehrere Syntheseschritte variiert wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10-12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Lange, die Raumerfullung oder/und die Polaritat von 
Synthonen fur einen oder mehrere Syntheseschritte variiert wird. 

14. Verfahren nach einem Anspruche 10-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Reaktionsbedingungen fur einen oder mehrere 
Syntheseschritte variiert werden. 

1 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Aufbau der funktionalisierten Oberflache auf dem Trager 
ortsspezifisch erfolgt. 
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1 6. Verfahren nach Anspruch 1 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der ortsspezifische Aufbau der Oberflache durch raumlich 
oder/und zeitlich begrenzte Belichtung erfolgt. 

1 7. Verfahren nach Anspruch 1 5 oder 1 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der ortsspezifische Aufbau der Oberflache durch raumlich 
oder/und zeitlich begrenzte Fluidzufuhr erfolgt. 

1 8. Verfahren nach einem der Anspruche 15-17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass mindestens zwei unterschiedlich funktionalisierte 
Oberflachenbereiche auf einem Trager aufgebaut werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass auf dem Trager Oberflachen aufgebaut werden, die sich 
bezuglich der Art oder/und der Dichte der funktionellen Gruppen 
innerhalb einzelner Bereiche unterscheiden. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Bausteine ausgewahlt werden aus Synthonen der 
Nukleinsaure-, Peptid- oder Kohlenhydratchemie. 

21 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Bausteine ausgewahlt werden aus Spacermolekulen. 
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22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Trager eine Oberflache ausgewahlt aus Glas, Metallen, 
Halbmetallen, Metalloxiden oder Kunststoff aufweist. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Trager ausgewahlt wird aus Partikeln, insbesondere 
magnetischen Partikeln, Mikrotiterplatten und mikrofluidischen 
Tragern. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die funktionellen Gruppen der Linkermolekule ausgewahlt 
werden aus -OR, -NR 2 , -SR, -P0 3 R 2 , -CN. -SCN. -COR ' und -OCOR ' , 
worin R H oder eine Schutzgruppe bedeutet und R' H oder eine 
Schutzgruppe oder -OR, -NR 2 oder -SR bedeutet. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
weiterhin umfassend 

das Koppeln von Rezeptoren an die funktionellen Gruppen der 
Linkermolekule. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Koppeln durch schrittweise Synthese von Rezeptoren aus 
Synthon-Bausteinen erfolgt. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Syntheseprozess der Rezeptoren uberwacht und 
gegebenenfalls moduliert wird. 
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28. Verfahren nach einem der Anspruche 24-27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Rezeptoren ausgewahlt werden aus Nukleinsauren, 
Nukleinsaureanaloga, Peptiden, Proteinen und Kohlenhydraten. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Koppeln von Rezeptoren auf den Trager ortsspezifisch 
erfolgt. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass auf dem Trager mindestens zwei bezuglich der Art oder/und der 
Dichte der Rezeptoren unterschiedliche Rezeptorbereiche aufgebaut 
werden. 

31. Verwendung eines nach einem der Anspruche 1-30 hergestellten 
Tragers in einem Verfahren zur Bestimmung eines Analyten. 

32. Vorrichtung zur Hersteilung von beschichteten Tragern, umfassend: 

a) mindestens einen Trager, der an seiner Oberflache reaktive 
Gruppen aufweist, 

b) mehrere Reservoirs, die Losungen mit Synthon-Bausteinen zur 
schrittweisen Synthese von Linkermolekulen enthalten, 

c) Mitte! zur Zufuhr der Synthon-Baustein-Losungen auf den 
Trager und zur Abieitung verbrauchter Losungen vom Trager, 

d) Mittel zum Uberwachen des Syntheseprozesses fur die 
Linkermolekule und 

e) Mitte! zum Modulieren des Syntheseprozesses fur die 
Linkermolekule. 
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33. Vorrichtung nach Anspruch 32, 
weiterhin umfassend 

f) Mittel zum Koppeln von Rezeptoren an Linkermolekule auf der 
Trageroberflache. 

34. Vorrichtung nach Anspruch 32 oder 33, 
weiterhin umfassend 

g) Mittel zur Durchfuhrung einer Analytbestimmung auf dem 
Trager. 
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